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RESUMO

ALMEIDA, Vanessa Sabioni de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2013. Compatibilidade de Pochonia chlamydosporia com fertilizante
organomineral no manejo de Meloidogyne javanica em alface. Orientador: Silamar
Ferraz.

Métodos alternativos, utilizando a combinacdo de fungos nematdfagos
associados a um adubo organomineral tém sido pouco utilizados e devem ser mais
estudados, visto que apresentam potencial de controle dos nematoides, além de
suplementar a fertilidade e favorecer a biota do solo. Alia-se a isso a demanda crescente
da sociedade, que estd mais exigente quanto a utilizacdo de praticas de manejo mais
ecologicamente adequadas. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi testar a
compatibilidade de um fertilizante organomineral a base de torta de mamona com o
fungo Pochonia chlamydosporia, visando o controle de Meloidogyne javanica em
alface. Dois testes foram realizados para estudar a viabilidade de P. chlamydosporia nos
produtos Rizomax (contém o fungo P. chlamydosporia), e UFV-TM100 (fertilizante
organomineral), com e sem adi¢do de dgua. Foram colocados em saco plastico de 3 L,
100 g de UFV-TM100 e 1 g de Rizomax, sem adicdo de agua. O saco foi fechado e
agitado vigorosamente até homogeneizagdo da mistura e mantido em uma sala fechada.
A determinacdo do numero de UFC de P. chlamydosporia foi realizada aos 0, 15, 30 e
45 dias, tanto no produto Rizomax puro como na mistura Rizomax + UFV-TM100. Para
0 segundo teste foi utilizada a mesma metodologia, porém com adicdo de agua e a
determinacdo do numero de UFC de P. chlamydosporia foi realizada aos 0, 7, e 14 dias.
No teste com adicdo de agua ndo houve decréscimo do numero de UFC de P.
chlamydosporia no produto Rizomax no periodo estudado, porém o numero de UFC de
P. chlamydosporia na mistura Rizomax + UFV-TM100 foi reduzido em de 27, 54 e
100%, respectivamente, aos 0, 7 e 14 dias em relagdo ao produto Rizomax. No teste sem
adicdo de agua ndo houve decréscimo do numero de UFC de P. chlamydosporia no
produto Rizomax no periodo estudado, porém o numero de UFC de P. chlamydosporia
na mistura Rizomax + UFV-TM100 foi reduzido em 30% aos 45 dias em relagéo aos 0,
15 e 30 dias. Um terceiro teste foi realizado com objetivo de estudar a colonizacao de

um substrato por P. chlamydosporia na presen¢a do UFV-TM100. Um litro de substrato
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foi colocado em um saco pléstico de 5 L contendo 18 g de UFV-TM100 e 0,18 g de
Rizomax. O saco foi fechado e agitado vigorosamente por dois minutos para
homogeneizar a mistura, a qual foi distribuida em trés copos plasticos de 200 mL de
capacidade cada. Um segundo tratamento, sem UFV-TM100, foi utilizado para avaliar o
desenvolvimento de P. chlamydosporia na auséncia do UFV-TM100. O substrato em
cada copo pléastico foi mantido Umido e amostras foram retiradas aos 0 e 14 dias para
determinar o nimero de UFC de P. chlamydosporia. Nao houve diferenca no nimero de
UFC de P. chlamydosporia entre os tratamento Rizomax e Rizomax + UFV-TM no
periodos de avaliacdo, porém o numero de UFC de P. chlamydosporia foi 61% maior
aos 14 dias com relagéo ao 0 dia. Um quarto teste foi realizado para estudar o efeito das
doses do produto Rizomax nas variaveis de crescimento da alface e no desenvolvimento
de M. javanica. Vasos plasticos contendo 2 L de substrato receberam 36 g de UFV-
TM100 e, apds 15 dias, mudas de alface com 21 dias de idade foram transplantadas.
Juntamente com o0 UFV-TM100, adicionou-se o produto Rizomax nas doses de 0, 0,36 e
0,45 g/2 Kg de substrato, as quais corresponderam a 0, 1 e 1,25% de Rizomax. O
substrato em cada vaso foi infestado com 5000 ovos de M. javanica no mesmo dia da
incorporagdo do UFV-TM100 e Rizomax. Como tratamento testemunha, foram testadas
as mesmas doses de Rizomax, porém na auséncia do UFV-TM100. Apés 60 dias do
transplantio, avaliou-se o diametro da cabeca da alface (cm), o peso da matéria fresca, o
peso da matéria seca, o peso do sistema radicular fresco, 0 nimero de galhas e de ovos
de M. javanica por sistema radicular e 0 nimero de galhas e de ovos de M. javanica por
grama de sistema radicular. Na presenca do produto UFV-TM100 houve aumento de
41, 44 e 29% no diametro da cabeca da alface, no peso da matéria fresca da parte aérea
e no peso da matéria seca da parte aérea, respectivamente. O nimero de galhas e ovos
pos grama de sistema radicular sofreram redugdes de até 99% quando aplicado o UFV-
TM100 + Rizomax na dose de 1,25%. A aplicacdo do Rizomax na auséncia do UFV-
TM100 também reduziu o nimero de galhas por sistema radicular e nimero de galhas
por grama de sistema radicular, com reducdes de 50 e 60%, respectivamente. Assim, na
aplicacdo do fertilizante organomineral com a adicdo de um agente de controle
biologico é uma alternativa eficiente de controle de nematoides, além de aumentar o

desenvolvimento das plantas.



ABSTRACT

ALMEIDA, Vanessa Sabioni de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2013. Compatibility of Pochonia chlamydosporiacom organic
mineral fertilizer on the management of Meloidogyne javanica in lettuce.
Adviser: Silamar Ferraz.

Alternative methods that use a combination of nematophagous fungi
associated with organic mineral fertilizer have been little used and shall be studied
further, since they present potential for nematode control in addition to
supplement fertility and improve soil biota. Moreover, there is a growing demand
of the society, which has become more demanding on the use of management
practices more environmentally appropriate. Thus, the objective of this work was
to test the compatibility of an organic mineral fertilizer based on castor bean cake
to Pochonia chlamydosporia for the control of Meloidogyne javanica in lettuce.
Two tests were performed to study the viability of P. chlamydosporia in Rizomax
(which contains fungus P. chlamydosporia), and UFV-TM100 (organic mineral
fertilizer) with or without addition of water. One hundred grams of UFV-TM100
and 1 g of Rizomax were placed in a 3-L plastic bag with no addition of water.
The bag was sealed and vigorously shaken until homogenization of the mixture
and kept in a closed room. The determination of the CFU of P.
chladoutmydosporia was carried out on days 0, 15, 30 and 45 both in pure
Rizomax and Rizomax + UFV-TM100. The same methodology was used in the
second test, but with the addition of water in the mixture and determination of
CFU of P. chlamydosporia was carried out on days 0, 7 and 14. The number of
CFU of P. chlamydosporia did not increase within the addition of water in
Rizomax in the assessed period; however, the number of CFU was reduced by 27,
54 and 100% in the Rizomax + UFV-TM100 on days 0, 7 and 14, respectively, for
the product Rizomax. The number of CFU of P. chlamydosporia in Rizomax did
not decrease in the test with no addition of water, but the number of P.
chlamydosporia in Rizomax + UFV-TM100 was reduced by 30% on day 45 in
comparison to day 0, 15 and 30. A third test was conducted to study the
colonization by P. chlamydosporia in a substrate in the presence of UFV-TM100.
One litter of substrate was poured in a 5-L plastic bag containing 18 g of UFV-

TM100 and 0.18 g of Rizomax. The bag was sealed and shaken vigorously for



two minutes to homogenize the mixture, which was distributed into three 200 mL
plastic glasses. A second treatment, with no UFV-TM100, was used to evaluate
the development of P. chlamydosporia in the absence of UFV-TM100. The
substrate in each of the plastic glass was kept moist and samples were taken on
days 0 and 14 to determine the number of CFU of P. chlamydosporia. The CFU
number of P. chlamydosporia did not differ between Rizomax and Rizomax +
UFV-TM treatments in the evaluation periods but the CFU number for P.
chlamydosporia was 61% higher on day 14 than on day 0. A forth test was carried
out to study the effect of the doses of Rizomax on the growth of lettuce and on the
development of M. javanica. Plastic pots containing 2 L of substrate received 36 g
of UFV - TM100, and after 15 days, lettuce seedlings at 21 days of age were
transplanted. Rizomax was added together with TM100-UFV at doses of 0, 0.36
and 0.45 g/kg substrate, which corresponded to 0, 1, and 1.25% Rizomax . The
substrate in each pot was infested with 5,000 eggs of M. javanica on same day of
incorporation of UFV- TM100 and Rizomax incorporation. The same doses of
Rizomax , but in the absence of UFV - TM100 were tested as control treatment.
Sixty days after transplanting, the diameter of the head of lettuce (cm) , the fresh
matter weight , the dry matter weight, the fresh root system weight, the number of
galls and eggs of M. javanica per gram of root system were evaluated. The
diameter of the head of the lettuce, the weight of the shooting fresh matter and the
weight of shooting dry matter increased by 41, 44 and 29% , respectively, in the
presence of UFV-TM100. The number of gals and eggs per gram of root system
was reduced up to 99% when UFV-TM100 + Rizomax were applied at the dose
of 1.25%. The application of Rizomax in the absence of UFV-TM100pla root
system and the numb also reduced the number of galls per root system and the
number of galls per gram of root system, with reductions of up to 50 and 60%,
respectively. Therefore, the use of organic mineral fertilizer with the addition of a
biological control agent is an efficient alternative to the control of nematodes, in

addition to improve plant development.
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CAPITULO |

Manejo de Meloidogyne javanica na cultura da alface com
Pochonia chlamydosporia e fertilizante organomineral a base
de torta de mamona



A cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) é pertencente a familia Cichoriaceae
(Compositae), a mesma das chicdrias e almeirGes. Originaria da regido do
Mediterraneo, esta espécie vegetal ja era utilizada como planta medicinal ha 4500
a.C. Como hortalica é registrada a sua utilizacdo desde 2500 a.C., sendo trazida
para o Brasil pelos Portugueses. As espécies silvestres trazidas na época ainda
podem ser encontradas em regides de clima temperado, no sul da Europa e na
Asia Ocidental (Goto & Tivelli, 1998).

E uma planta herbacea com pequeno caule, no qual as folhas crescem em
forma de roseta, podendo ser lisas ou crespas formando ou ndo cabeca com
coloracdo em varios tons de verde, ou roxa. Apresenta ciclo curto, grande area
foliar e sistema radicular pouco profundo, exigindo solos areno-argilosos, ricos
em matéria organica e com boa qualidade de nutrientes ativamente disponiveis
para planta (Vidigal et al., 1995; Filgueira, 2003).

A alface representa a hortalica mais popular, tanto pelo sabor e qualidade
nutritiva e principalmente pela facilidade de aquisicdo, producdo durante o ano
todo e do seu baixo custo (Ohse et al., 2001; Oliveira et al., 2004; Cometti et al.,
2004), sendo ainda, considerada como uma planta que apresenta propriedades
tranquilizantes (Viggiano, 1990).

A alface é considerada a olericola folhosa de expressiva importancia
econdmica. Dentro do grupo das hortalicas folhosas ocupa o posto de lider
nacional em comercializagdo e consumo (Agrianual, 2008). O Brasil possui uma
area de aproximadamente 35.000 ha cultivados com alface, caracterizados pela
producdo intensiva, pelo cultivo em pequena areas e por agricultores familiares,
gerando cerca de cinco empregos diretos por hectare (Costa & Sala, 2005). Entre
os estados brasileiros de maior producdo destacam-se S&o Paulo e Minas Gerais,
sendo que somente o estado de S&o Paulo plantou 10.026 ha em 2010 e produziu
5.932.821 engradados de 9 duzias (IAE, 2011). A estimativa do custo de producao
da alface convencional por hectare chega a R$ 13.531,98, sendo o custo da
“cabeca” da alface de R$ 0,30, considerando uma produtividade de 24.000 kg por
hectare (Emater — DF, 2012).

A alface além de possuir uma importancia social e econémica possui
também importancia na qualidade alimentar. A alface é fonte de vitaminas e sais

minerais, destacando seu elevado teor de vitamina A (Lopes et al., 2003). Seu
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consumo é preferencialmente em saladas com suas folhas frescas apresentando em
média a cada 100 gramas um composi¢do de: agua 94%; valor cal6rico de 18 kcal,
proteina de 1,8 g; gordura de 0,3 g; carboidratos 3,5 g; fibra 0,7 g; calcio 68 mg;
fosforo 27 mg; potassio 264 mg; vitamina A de 1900 Ul; tiamina 0,05 mg;
riboflaviva 0,08 mg; niacina 0,4 mg; vitamina C 18 mg (Sgarbieri, 1987).

As principais doengas da alface sdo a virose mosaico-da-alface, virose
vira-cabeca, septoriose (Septoria lactucae Passerini), podriddo-basal (Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary) e mildio (Bremia lactucae Regel) (Filgueira, 2000).
Em condicOes de elevadas temperaturas, as plantas de alface tém sido afetadas por
problemas de pendoamento precoce e ocorréncia de nematoides das galhas
(Meloidogyne spp. Goldi), (Fiorini et. Al, 2005). O controle das doengas com o
uso de defensivos quimicos deve, sempre que possivel, ser evitado, pois pode
deixar residuo toxico na planta para o consumidor. Outros meios de controle sdo
sugeridos, sendo importante enfatizar que o ideal é utilizar cultivares melhoradas,
resistentes a certas doencas. Embora os trabalhos de melhoramento de alface no
Brasil tenham alcangado progressos significativos e contribuido para o plantio
desta espécie, problemas com a incidéncia de patdgenos como 0s nematoides

ainda persistem.

Os fitonematoides

Os fitonematoides sdo responsaveis por grandes perdas na agricultura em
todo o mundo, inviabilizando o cultivo em determinadas &reas. Os nematoides
causadores de galhas radiculares, Meloidogyne spp., s&o um dos principais
patdgenos agricolas, em funcdo de sua ampla distribuicdo, vasta gama de
hospedeiros e elevados prejuizos provocados. No Brasil, como em outras partes
do mundo, os nematoides-das-galhas tém sido encontrados associados a culturas
de grande importancia econémica e sdo fator limitante a producdo de algumas
delas, como algoddo, batata, café, cana-de-agUcar, cenoura, fumo, soja, tomate,
dentre outras (Lordello, 1982).

As perdas devidas ao ataque de nematoides na agricultura mundial sdo de
aproximadamente 14% e representam, anualmente, mais de US$ 80 bilhdes/ano
(Agrios, 2005). No Brasil, estimativas de perdas causadas pelos nematoides das
galhas (Meloidogyne spp.) variam de 5 a 15%, dependendo da cultura (Lordello,

1988). Em vista da falta de conhecimento da importancia econémica dos
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nematoides, pouca atencdo tem sido dada a esses organismos nos
agroecossistemas, somente assumindo “status” de patdégeno quando sua populagio
se encontra muito elevada, com prejuizos acentuados.

O controle dos nematoides € mais dificil comparado a outras pragas devido
ao fato de principalmente habitarem o solo e, geralmente, atacarem as raizes das
plantas (Stirling, 1991). Na reducdo da densidade populacional desses
fitopatdgenos, algumas medidas podem ser adotadas, como o controle quimico, a
rotacdo de culturas e o uso de variedades resistentes.

O controle quimico, baseado no uso de nematicidas, tem tido espaco
limitado na agricultura mundial, principalmente a partir da década de 80, com a
retirada de varios produtos do mercado, devido a sua persisténcia no solo, a
contaminacdo dos lencdis freaticos e aos efeitos prejudiciais aos seres humanos e
a fauna do planeta. Somam-se a estes fatores os altos custos e a eficiéncia
temporaria de alguns produtos (Jatala, 1986; Stirling, 1991; Kerry, 2001).

Atualmente, vem se enfatizando o manejo integrado de nematoides, que
vem a ser a combinacdo de varios métodos de controle. Essa combinacdo de
métodos envolve o uso de variedades resistentes, rotacdo de culturas, o pousio, a
inundacdo, o uso de cultivos intercalares, aplicacdo de materiais organicos,
produtos bioldgicos, plantas antagbnicas entre outras. Dentre esses, nas Gltimas
décadas, o interesse pelo controle bioldgico de nematoides vem se intensificando
(Barron, 1977; Mani, 1988; Fattah, 1989; Santos, 1991).

Fitonematoides na alface

A alface é muito suscetivel a Meloidogyne incognita (Kofoid e White) e
M. javanica (Treub) Chitwood (Lordello, 1988) que sdo as duas espécies de maior
ocorréncia em areas de hortalicas no Brasil (Campos, 1995). O ciclo da cultura
tem aproximadamente 45 dias 0 que leva os produtores a fazer quatro cultivos
consecutivos numa mesma area, proporcionando, em areas infestadas, aumento
populacional de nematoides das galhas acima do nivel de prejuizo. Ambas as
especies causam galhas no sistema radicular o que provoca debilidade intensa das
plantas. As galhas obstruem a absor¢do de agua e nutrientes do solo, resultando
em plantas amareladas, com cabeca de tamanho reduzido e pequeno volume foliar
(Charchar & Moita, 1996). Consequentemente, retardam o ciclo da cultura e

levam muitas plantas a morte (Agrios, 2005).
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No Brasil, as perdas ocasionadas por nematoides em alface variam de
acordo com o manejo adotado pelo produtor (Zambolim et al., 2000). No entanto,
a situacdo € mais critica em sistema organico de producdo, devido ao controle
quimico ndo ser permitido pelas normas de certificacdo, portanto, torna-se de
extrema importancia estudar técnicas alternativas para controlar fitonematoides.
De acordo com Jesus Junior et al. (2004) raras séo as pesquisas no Brasil com o
intuito de definir os danos e as perdas causadas pelos nematoides, principalmente
na cultura da alface cultivada em campo.

Desejando-se um controle dos nematoides que seja satisfatério para a
cultura da alface, o uso de fertilizantes organominerais com atividade nematicida
e a adicdo de agentes de controle bioldgico tem sido cada vez mais estudados,
inclusive para a agricultura organica. Tihohod (1993) indica varias medidas de

manejo para fitonematoides.

Adubacéo organica para o manejo de fitonematoides

Com o intuito de reduzir e eliminar os efeitos dos fertilizantes sintéticos e
pesticidas no meio ambiente e na salde humana, praticas agricolas mais saudaveis
tém sido utilizadas, caracterizando a agricultura organica, ecol6gica ou
sustentavel. (Aksoy, 2001; Chowdhury, 2004). A agricultura organica
fundamenta-se na melhoria da fertilidade do solo, tendo como principio basico a
aplicacdo de matéria organica, por meio de residuos organicos vegetais ou
animais, objetivando o equilibrio biol6gico e a reciclagem de nutrientes (Darolt,
2002). As principais fontes de adubos organicos sdo derivados de estrume animal,
residuos vegetais e/ou residuos industriais. A adubacdo organica, além de
incrementar a produtividade, também proporciona a obtencdo de plantas com
qualidades diferentes das cultivadas com adubos minerais (Santos et al. 1994).

O mecanismo de acdo da matéria organica na supressdo de fitonematoides
tem sido atribuido, na maioria das vezes, & melhoria da estrutura dos solos. Esta
inclui desde mudancgas no pH, umidade e nas propriedades quimicas e fisicas do
solo, resultando em maior aeracédo, capacidade de retencdo de agua, melhoria na
nutricdo da planta ou no desenvolvimento de microrganismos que competem com
0s nematoides fitoparasitas, por meio da liberagdo de nutrientes a planta, aumento

da populacdo de predadores ou de microrganismos parasitas existentes no solo, ou



por meio da liberagcdo de metabdlitos toxicos devido a sua decomposigdo, como
compostos fenolicos, NH3 ou nitrito, ions de Ca+ (Ritzinger e Fancelli, 2006).

Bulluck et al. (2002) afirmam que compostos organicos usados como
melhoradores alternativos da fertilidade do solo, podem resultar em incremento da
matéria organica e atividade bioldgica do solo visando ndo s6 a melhoria das
propriedades fisicas e quimicas do solo mas também a reducdo das quantidades de
adubos quimicos que sdo aplicados (Ricci et al., 1995). Freitas et al. (2009)
avaliaram a viabilidade de compostos organicos para a adubacdo da cultura da
alface e concluiram que com a utilizacdo do composto organico, a adubacéo
quimica (NPK) pode ser reduzida em 30%; e quando o composto organico foi
associado com a cama de frango, a reducdo da adubacdo quimica pOde ser
reduzida em até 50%. E reconhecida a importancia e a necessidade da aduba¢io
em hortaligas, sendo o sucesso da producdo totalmente ligado a nutricdo das
plantas. Logo, o uso de adubos organicos principalmente nas hortalicas folhosas
como na cultura da alface, visa compensar as perdas de nutrientes ocorridas
durante seu cultivo (Kimoto, 1993).

Relatos de varios pesquisadores tem sido feitos abordando diversos
residuos agricolas no controle de Meloidogyne spp., tais como torta de mamona,
bagaco de casca de uva, sementes de mamdo e palha de café (Zambolim et al.,
1996, Akhtar & Malik, 2000; Nico et al., 2004; Neves et al., 2005; Coutinho et al.,
2009). Alguns materiais organicos, além do potencial nematicida, podem ser
utilizados como substrato para o crescimento e a veiculacdo de agentes de
controle biolégico, como por exemplo o fungo Pochonia chlamydosporia Zare e
Gams (Lopes et al., 2007; Coutinho et al., 2009).

Fertilizantes organominerais: Conceito e importancia

O fertilizante organomineral se constitui num produto novo e alternativo,
fruto do enriquecimento de adubos organicos com fertilizantes minerais. Como
decreto 86.955, de 18/02/1982, aparece na lei pela primeira vez a palavra
fertilizante organomineral, definida no Capitulo I das disposi¢fes preliminares,
como fertilizante procedente de mistura ou combinagéo de fertilizantes minerais e
organicos (Brasil, 1983).

A principal razdo para se adicionar fertilizantes minerais aos adubos

organicos, é diminuir a taxa de mineralizacdo do nutrientes, principalmente
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nitrogénio, fosforo e potéssio. Como consequéncia da adigdo dos fertilizantes
minerais aos adubos organicos, tem-se a vantagem de o fertilizante organomineral
poder ser empregado em menores quantidades por area, além do menor custo de
transporte (Kiehl, 1999).

O uso dos fertilizantes organominerais vem crescendo em todo o Brasil.
Na busca por insumos menos agressivos ao ambiente e que possibilitem o
desenvolvimento de uma agricultura menos dependente de produtos
industrializados, varios produtos tém sido lancados no mercado (Deleito et al.
2000). A formulacdo de fertilizantes organominerais é uma possibilidade
inovadora de veicular residuos organicos e fertilizantes minerais que podem ser
utilizados pela agricultura organica ou convencional, de maneira a atuarem no
manejo de nematoides. Portanto, um produto que aumente a fertilidade e a
atividade bioldgica do solo, que melhore as propriedades fisicas do solo e que
ainda seja eficiente no controle de nematoides e outros patdgenos de solo pode

representar grande diferencial no mercado.

Fertilizante organomineral com atividade nematicida (UFV-TM100)

No Laboratdrio de Controle Bioldgico de Fitonematoides (BIONEMA), do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, foi
desenvolvida uma formulacdo que originou um fertilizante organomineral a base
de torta de mamona e palha de café (UFV-TMC10) registrado como Documento
de Patente no Instituto Nacional de Propriedade Industrial, n® PI0904349-7, que,
qguando aplicado em covas de plantio, favoreceu o desenvolvimento do cafeeiro
(Coffea arabica L.) e apresentou acdo supressora sobre a populacdo de
Meloidogyne exigua Goeldi (Ferreira, 2008). No entanto, a formulacdo UFV-
TMC10 foi alterada visando reduzir o custo do produto e facilitar o seu preparo,
sendo que a nova formulacéo € a base apenas de torta de mamona (UFV-TM100).
A nova formulacdo UFV-TM100 foi testada em plantios de tomate, banana, café,
alface e pepino, favorecendo o desenvolvimento das plantas e apresentando acéo
supressora sobre a populacdo de M. exigua para o cafeeiro e sobre M. javanica
para os demais cultivos (Ferreira 2012).

O residuo da prensagem das sementes de mamona, apds a extracdo de
o6leo, é chamado de torta de mamona. Tradicionalmente, este subproduto tem sido

utilizado como adubo organico, devido o alto teor de nitrogénio. Seu uso como
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insumo agricola € precioso pelo provimento de matéria orgénica ao solo e
nutrientes as culturas, bem como pelo seu efeito nematicida, diminuindo o uso de
produtos agroquimicos poluentes. Também tem efeito na capacidade de
regeneracdo de solos degradados, por conter cerca de 89% de matéria organica
(Savy, 2007).

Estudos sugerem o uso da torta de mamona como produto alternativo na
reducdo da populacdo de nematoides no solo. De acordo com Dutra et al (2006)
em cafeeiros irrigados a aplicacdo da torta de mamona no controle de nematoide
pode ser atribuida, provavelmente, aos seguintes efeitos: acdo do complexo ricina-
ricinina presente na torta de mamona, que pode ter toxidade aos nematoides; acao
nutricional promovida pela torta de mamona; ou ainda pela acdo conjunta desses
efeitos. Em tomateiro também verificou-se a eficiéncia da torta no combate do
nematoide Nacobbus aberrans sendo o efeito atribuido a liberagcdo de compostos
toxicos e da lectina, da ricina e da ricina - aglutinina (Navarro et al., 2002).

Controle bioldgico de fitonematoides

O termo “controle bioldgico” ¢ definido como sendo a redugdo da
populacdo de um organismo alvo por outro organismo vivo, que ndo plantas
resistentes (Stirling, 1991). Este controle pode ocorrer naturalmente, através do
equilibrio bioldgico natural da microbiota do solo, ou de forma induzida,
implementado por programas que visam aumentar a populagdo e a atividade dos
antagonistas dos nematoides (Jatala, 1986; Stirling, 1991; Ferraz & Santos, 1995).

Dentre 0s organismos antagonistas mais propicios para 0 controle
biolégico de fitonematoides estdo: as rizobactérias promotoras de crescimento;
bactérias parasitas obrigatorias; fungos nemat6fagos endoparasitas; fungos
parasitas de ovos e de fémeas; fungos predadores e fungos endomicorrizicos
(Sikora, 1992).

Desses organismos, os mais estudados sdo os fungos, seguidos das
bactérias. Entre as bactérias, a que tem sido mais estudada é a Pasteuria penetrans
(Thorne) Sayre & Starr. P. penentras controla os nematoides em diversas culturas
por meio da reducao da penetracdo de juvenis de segundo estadio (J;) nas raizes e
pela inibicdo da producdo de ovos pela fémea. Sua utilizacdo é limitada devido a

dificuldade de producéo de seu inoculo in vitro em escala comercial. Além disso,



seus isolados apresentam alto grau de especificidade no parasitismo (Freitas &
Carneiro, 2000; Carneiro & Freitas, 2006).

As rizobactérias e bactérias endofiticas, principalmente Bacillus spp. e
Pseudomonas spp., também tem sido pesquisadas e apresentado potencial como
agentes de biocontrole, pois tem demonstrado a capacidade de induzir resisténcia
sistémica (RSI) ao hospedeiro (Sikora, 1992; Freitas, 2006; Sikora et al., 2007).

Os fungos antagonistas, também conhecidos como nematofagos, sédo
classificados em predadores, endoparasitas, produtores de metabolitos toxicos e
parasitas de ovos e fémeas (Barron, 1977; Mankau, 1980; Jatala, 1986; Stirling,
1991; Chen & Dickinson, 2004). Os endoparasitas produzem esporos que s&o
ingeridos ou aderidos a cuticula dos fitonematoides. Posteriormente, esses esporos
germinam e ddo origem as hifas que colonizam o corpo do fitonematoide. Seu
potencial de uso como agente de biocontrole é limitado, pois sdo muito sensiveis
as variacdes quimicas, fisicas e biolégicas do solo. Exemplos desses fungos sédo
Catenaria anguillulae, Myzocythium spp., Haptoglossa heterospora, Hirsutella
rhossoliensis, Nematoctonus spp. (Barron, 1977; Stirling, 1991; Ferraz & Santos,
1995; Chen & Dickinson, 2004; Hertz et al., 2006).

Os fungos predadores formam estruturas especializadas, do tipo
armadilhas, para a captura dos fitonematoides ao longo de suas hifas. O micélio
fangico cresce a partir do corpo do fitonematoide capturado produzindo novas
estruturas. Apresentam habilidade saprofitica variada e produzem diferentes tipos
de armadilhas: hifas adesivas ndo-diferenciadas, redes adesivas, n6dulos adesivos,
anéis constritores e nao-constritores. Importantes exemplos sdo encontrados no
género Arthrobotrys. A producdo das armadilhas é induzida pela presenca do
fitonematoide, sendo essa uma das limitagdes no desenvolvimento desses fungos
como agentes de biocontrole (Barron, 1977; Stirling, 1991; Ferraz & Santos,
1995; Chen & Dickinson, 2004; Hertz et al., 2006). Existem produtos no mercado,
como ‘Nemastin’, elaborado com a mistura de Arthrobotrys spp., Verticillium spp.
e Paecilomyces spp., na India, e ‘Nemata,’, que consiste na mistura de

Arthrobotrys spp. e Paecilomyces spp., no Brasil.

Alguns fungos nematofagos sdo produtores de metabdlitos toxicos que
interferem no comportamento do fitonematoide. Entre estes destacam-se

Paecilomyces lilacinus, Myrothecium spp., Trichoderma spp., Penicillium spp.,
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Pleurotus spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp. (Stirling, 1991; Ferraz & Santos,
1995; Chen & Dickinson, 2004). Produtos comerciais elaborados com esses
agentes ja foram lancados no mercado mundial, destacando-se BioAct® e
MeloCon®, ambos & base de Paecilomyces lilacinus e DiTera®, que é um produto
originado da fermentagdo de Myrothecium verrucaria (Guerena, 2006).

Entre os fungos nematofagos parasitas de ovos e fémeas, destacam-se P.
lilacinus e P. chlamydosporia. S&o saprofiticos, estabelecem-se facilmente no solo
e colonizam rapidamente ovos e fémeas de fitonematoides, destruindo de uma so6

vez grande namero de individuos (Stirling,1991).

Pochonia chlamydosporia como agente de controle bioldgico de
fitonematoides

Dentre os agentes de controle biolégico de nematoides, os fungos que
parasitam ovos Sd0 0s que apresentam maior perspectiva de utilizagdo, devido a
facilidade de producéo in vitro, e a possibilidade de algumas espécies colonizarem
a rizosfera, sem prejuizo as raizes das plantas (Lopéz-Llorca et al., 2002). Os
nematoides formadores de galhas depositam seus ovos em massas envoltas por
uma substancia gelatinosa de constituicdo lipoprotéica, o que facilita a rapida
disseminacdo dos fungos endoparasitas (Carneiro, 1992). Esses fungos induzem
desordens fisioldgicas nos ovos, interrupcdo no desenvolvimento embriogénico e,
em alguns casos, rompimento fisico (Dackman et al., 1989). Além disso, sdo
parasitas facultativos, o que facilita a multiplicacdo in vitro e a sobrevivéncia no
solo (Ferraz & Santos, 1995).

Pochonia chlamydosporia tem sido extensivamente investigado como um
potencial agente bioldgico de controle de nematoides de cisto e galhas (Kerry &
Jaffee, 1997). Este fungo ndo depende do nematoide para sua nutri¢cdo, podendo
sobreviver como um saprdéfita no solo, crescendo em materia organica entre as
estacbes de cultivo. Ademais, esse fungo também produz clamiddsporos,
estruturas de armazenamento de reservas nutricionais e de sobrevivéncia que
favorecem sua manipulacdo e producéo in vitro. Outra caracteristica marcante é a
sua capacidadade de colonizacdo da rizosfera de algumas plantas, permitindo a

multiplicacdo do seu inoculo (Kerry, 2001).
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Varios autores relataram o controle de fitonematoides por P.
Chlamydosporia. Lopes et al. (2007) estudou o efeito de quatro isolados de P.
chlamydosporia para o controle de M. Javanica em tomateiro e concluiu que dos
quatros isolados testados, dois reduziram em 75,3 a 85,6 % 0 numero de ovos do
nematoide. Dallemole-Giaretta et al. (2010) avaliou o controle de M. javanica por
meio da aplicacéo de diferentes doses de palha de café por kg de solo, colonizada
ou néo por P. Chlamydosporia, e concluiu que a incorporacgéo ao solo do material
organico colonizado pelo fungo reduziu em até 46,6 e 71,7% o0s numeros de
galhas e ovos, respectivamente. Coutinho et al. (2009) avaliou a efetividade de P.
Chlamydosporia em diferentes doses de farinha de sementes de mamé&o para o
controle de M. Javanica, em casa de vegetecao, e concluiu que o nimero de ovos
reduziu em até 45, 79 e 95% quando a farinha foi incorporada nas doses de 1, 2 ou
4 g/kg de solo.

Métodos alternativos, utilizando a combinagdo de fungos nemat6fagos
associados a um adubo organomineral tém sido pouco utilizados e devem ser mais
estudados, visto que apresentam potencial de controle dos nematoides, além de
suplementar a fertilidade e favorecer a biota do solo. Alia-se a isso a demanda
crescente da sociedade, que estd mais exigente quanto a utilizacdo de préaticas de

manejo mais ecologicamente adequadas.
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CAPITULO 1I

COMPATIBILIDADE DE Pochonia chlamydosporia COM
FERTILIZANTE ORGANOMINERAL NO MANEJO DE
Meloidogyne javanica EM ALFACE
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RESUMO

ALMEIDA, Vanessa Sabioni, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2013. Compatibilidade de Pochonia chlamydosporia com fertilizante
organomineral no manejo de Meloidogyne javanica em alface. Orientador:
Silamar Ferraz.

Métodos alternativos, utilizando a combinagdo de fungos nemat6fagos
associados a um adubo organomineral tém sido pouco utilizados e devem ser mais
estudados, visto que apresentam potencial de controle dos nematoides, além de
suplementar a fertilidade e favorecer a biota do solo. Alia-se a isso a demanda
crescente da sociedade, que estd mais exigente quanto a utilizacdo de préticas de
manejo mais ecologicamente adequadas. Diante disto, o objetivo deste trabalho
foi testar a compatibilidade de um fertilizante organomineral a base de torta de
mamona com o fungo Pochonia chlamydosporia, visando o controle de
Meloidogyne javanica em alface. Dois testes foram realizados para estudar a
viabilidade de P. chlamydosporia nos produtos Rizomax (contém o fungo P.
chlamydosporia), e UFV-TM100 (fertilizante organomineral), com e sem adicéao
de 4gua. Foram colocados em saco plastico de 3 L, 100 g de UFV-TM100 e 1 g de
Rizomax, sem adicdo de agua. O saco foi fechado e agitado vigorosamente até
homogeneizagdo da mistura e mantido em uma sala fechada. A determinagéo do
numero de UFC de P. chlamydosporia foi realizada aos 0, 15, 30 e 45 dias, tanto
no produto Rizomax puro como na mistura Rizomax + UFV-TM100. Para o
segundo teste foi utilizada a mesma metodologia, porém com adicdo de &gua e a
determinacdo do numero de UFC de P. chlamydosporia foi realizada aos 0, 7, e
14 dias. No teste com adi¢do de agua ndo houve decréscimo do nimero de UFC
de P. chlamydosporia no produto Rizomax no periodo estudado, porém o nimero
de UFC de P. chlamydosporia na mistura Rizomax + UFV-TM100 foi reduzido
em de 27, 54 e 100%, respectivamente, aos 0, 7 e 14 dias em relagdo ao produto
Rizomax. No teste sem adi¢do de agua ndo houve decréscimo do nimero de UFC
de P. chlamydosporia no produto Rizomax no periodo estudado, porém o nimero
de UFC de P. chlamydosporia na mistura Rizomax + UFV-TM100 foi reduzido
em 30% aos 45 dias em relacao aos 0, 15 e 30 dias. Um terceiro teste foi realizado

com objetivo de estudar a colonizacdo de um substrato por P. chlamydosporia na
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presenca do UFV-TM100. Um litro de substrato foi colocado em um saco plastico
de 5 L contendo 18 g de UFV-TM100 e 0,18 g de Rizomax. O saco foi fechado e
agitado vigorosamente por dois minutos para homogeneizar a mistura, a qual foi
distribuida em trés copos plasticos de 200 mL de capacidade cada. Um segundo
tratamento, sem UFV-TM100, foi utilizado para avaliar o desenvolvimento de P.
chlamydosporia na auséncia do UFV-TM100. O substrato em cada copo plastico
foi mantido imido e amostras foram retiradas aos 0 e 14 dias para determinar o
numero de UFC de P. chlamydosporia. Ndo houve diferenca no nimero de UFC
de P. chlamydosporia entre os tratamento Rizomax e Rizomax + UFV-TM no
periodos de avaliagdo, porém o nimero de UFC de P. chlamydosporia foi 61%
maior aos 14 dias com relacdo ao 0 dia. Um quarto teste foi realizado para estudar
o efeito das doses do produto Rizomax nas variaveis de crescimento da alface e no
desenvolvimento de M. javanica. Vasos plasticos contendo 2 L de substrato
receberam 36 g de UFV-TM100 e, apos 15 dias, mudas de alface com 21 dias de
idade foram transplantadas. Juntamente com o UFV-TM100, adicionou-se o
produto Rizomax nas doses de 0, 0,36 e 0,45 g/2 Kg de substrato, as quais
corresponderam a 0, 1 e 1,25% de Rizomax. O substrato em cada vaso foi
infestado com 5000 ovos de M. javanica no mesmo dia da incorporagéo do UFV-
TM100 e Rizomax. Como tratamento testemunha, foram testadas as mesmas
doses de Rizomax, porém na auséncia do UFV-TM100. Apo6s 60 dias do
transplantio, avaliou-se o didmetro da cabeca da alface (cm), o peso da matéria
fresca, o peso da matéria seca, o peso do sistema radicular fresco, 0 nimero de
galhas e de ovos de M. javanica por sistema radicular e 0 nimero de galhas e de
ovos de M. javanica por grama de sistema radicular. Na presenca do produto
UFV-TM100 houve aumento de 41, 44 e 29% no didmetro da cabeca da alface, no
peso da mateéria fresca da parte aérea e no peso da matéria seca da parte aérea,
respectivamente. O numero de galhas e ovos pos grama de sistema radicular
sofreram reducbes de até 99% quando aplicado o UFV-TM100 + Rizomax na
dose de 1,25%. A aplicacdo do Rizomax na auséncia do UFV-TM100 também
reduziu o numero de galhas por sistema radicular e nimero de galhas por grama
de sistema radicular, com reducbes de 50 e 60%, respectivamente. Assim, na
aplicacdo do fertilizante organomineral com a adi¢cdo de um agente de controle
bioldgico é uma alternativa eficiente de controle de nematoides, além de aumentar

0 0 desenvolvimento das plantas.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Vanessa Sabioni, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2013. Compatibility of Pochonia chlamydosporiacom organic mineral
fertilizer on the management of Meloidogyne javanica in lettuce. Adviser:
Silamar Ferraz.

Alternative methods that use a combination of nematophagous fungi
associated with organic mineral fertilizer have been little used and shall be studied
further, since they present potential for nematode control in addition to
supplement fertility and improve soil biota. Moreover, there is a growing demand
of the society, which has become more demanding on the use of management
practices more environmentally appropriate. Thus, the objective of this work was
to test the compatibility of an organic mineral fertilizer based on castor bean cake
to Pochonia chlamydosporia for the control of Meloidogyne javanica in lettuce.
Two tests were performed to study the viability of P. chlamydosporia in Rizomax
(which contains fungus P. chlamydosporia), and UFV-TM100 (organic mineral
fertilizer) with or without addition of water. One hundred grams of UFV-TM100
and 1 g of Rizomax were placed in a 3-L plastic bag with no addition of water.
The bag was sealed and vigorously shaken until homogenization of the mixture
and kept in a closed room. The determination of the CFU of P.
chladoutmydosporia was carried out on days 0, 15, 30 and 45 both in pure
Rizomax and Rizomax + UFV-TM100. The same methodology was used in the
second test, but with the addition of water in the mixture and determination of
CFU of P. chlamydosporia was carried out on days 0, 7 and 14. The number of
CFU of P. chlamydosporia did not increase within the addition of water in
Rizomax in the assessed period; however, the number of CFU was reduced by 27,
54 and 100% in the Rizomax + UFV-TM100 on days 0, 7 and 14, respectively, for
the product Rizomax. The number of CFU of P. chlamydosporia in Rizomax did
not decrease in the test with no addition of water, but the number of P.
chlamydosporia in Rizomax + UFV-TM100 was reduced by 30% on day 45 in
comparison to day 0, 15 and 30. A third test was conducted to study the
colonization by P. chlamydosporia in a substrate in the presence of UFV-TM100.

One litter of substrate was poured in a 5-L plastic bag containing 18 g of UFV-
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TM100 and 0.18 g of Rizomax. The bag was sealed and shaken vigorously for
two minutes to homogenize the mixture, which was distributed into three 200 mL
plastic glasses. A second treatment, with no UFV-TM100, was used to evaluate
the development of P. chlamydosporia in the absence of UFV-TM100. The
substrate in each of the plastic glass was kept moist and samples were taken on
days 0 and 14 to determine the number of CFU of P. chlamydosporia. The CFU
number of P. chlamydosporia did not differ between Rizomax and Rizomax +
UFV-TM treatments in the evaluation periods but the CFU number for P.
chlamydosporia was 61% higher on day 14 than on day 0. A forth test was carried
out to study the effect of the doses of Rizomax on the growth of lettuce and on the
development of M. javanica. Plastic pots containing 2 L of substrate received 36 ¢
of UFV - TM100, and after 15 days, lettuce seedlings at 21 days of age were
transplanted. Rizomax was added together with TM100-UFV at doses of 0, 0.36
and 0.45 g/kg substrate, which corresponded to 0, 1, and 1.25% Rizomax . The
substrate in each pot was infested with 5,000 eggs of M. javanica on same day of
incorporation of UFV- TM100 and Rizomax incorporation. The same doses of
Rizomax , but in the absence of UFV - TM100 were tested as control treatment.
Sixty days after transplanting, the diameter of the head of lettuce (cm) , the fresh
matter weight , the dry matter weight, the fresh root system weight, the number of
galls and eggs of M. javanica per gram of root system were evaluated. The
diameter of the head of the lettuce, the weight of the shooting fresh matter and the
weight of shooting dry matter increased by 41, 44 and 29% , respectively, in the
presence of UFV-TM100. The number of gals and eggs per gram of root system
was reduced up to 99% when UFV-TM100 + Rizomax were applied at the dose
of 1.25%. The application of Rizomax in the absence of UFV-TM100pla root
system and the numb also reduced the number of galls per root system and the
number of galls per gram of root system, with reductions of up to 50 and 60%,
respectively. Therefore, the use of organic mineral fertilizer with the addition of a
biological control agent is an efficient alternative to the control of nematodes, in

addition to improve plant development.
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INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) tem grande importancia na alimentacdo e
salde humana destacando-se como fonte de vitaminas e sais minerais (Oliveira et
al., 2004). Representa a hortalica mais popular tanto pelo sabor e qualidade
nutritiva, pela facilidade de aquisicdo e producéo durante todo o ano e pelo baixo
custo (Ohse et al., 2001; Cometti et al., 2004), sendo ainda considerada uma
planta que apresenta propriedades tranquilizantes (Viggiano, 1990).

As principais doencas da alface sdo as viroses, a septoriose (Septoria
lactucae), a podriddo-basal (Sclerotinia sclerotiorum) e o mildio (Bremia
lactucae) (Filgueira, 2000). Embora os trabalhos de melhoramento de alface no
Brasil tenham alcangado progressos significativos e contribuido para o plantio
desta espécie, alguns problemas ainda persistem, entre os quais, se destacam a
incidéncia de patdgenos como os nematoides (Silva et al., 2008).

Os fitonematoides acarretam perdas na producdo agricola de 12% em
média, o que corresponde a cerca de 100 bilhdes de dolares por ano em todo o
mundo (Sasser, 1989). Dentre os varios nematoides parasitas de plantas, os
pertencentes ao género Meloidogyne destacam-se como 0s mais importantes pois
atacam quase todas as culturas de interesse econdémico (Sasser & Freckman,
1987).

Embora nematicidas quimicos sejam eficazes, faceis de aplicar e mostrem
um rapido efeito, comecaram a ser retirados do mercado devido a preocupacdes
acerca da saude publica, seguranca ambiental e meio ambiente (Schneider et al.,
2003). Atualmente, vem se preconizando o manejo integrado de nematoides, que
busca integrar os diferentes métodos de controle tais como o uso de cultivares
resistentes, rotacdo de culturas, aplicacdo de materiais organicos e de produtos
biolégicos e 0 uso de plantas antagbnicas (Santos, 1991). Merece destaque o
interesse pelo controle biologico de nematoides (Barron, 1977; Mani, 1988;
Fattah, 1989.

Dentre os agentes de controle biolégico de nematoides, os fungos que
parasitam ovos sdo 0s que apresentam maior perspectiva de utilizacdo, devido a
facilidade de producéo in vitro, e a possibilidade de algumas espécies colonizarem

a rizosfera, sem prejuizo as raizes das plantas (Lopéz-Llorca et al., 2002).
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O fungo Pochonia chlamydosporia Zare & Gams (sin. Verticillium
chlamydosporium Goddard) é um parasita facultativo de ovos de nematoides e
tem sido extensivamente investigado como um potencial agente bioldgico de
controle de nematoides de cisto e das galhas (Kerry & Jaffee, 1997). Esse fungo é
amplamente distribuido nos solos agricolas e pode sobreviver como um saprofita
na auséncia de um hospedeiro de nematoides (Siddiqui & Mahmood, 1996; Kerry,
2001).

Métodos alternativos utilizando a combinacdo de fungos nematdfagos
associados a um adubo organomineral tém sido pouco utilizados e devem ser mais
estudados j& que apresentam potencial para o controle dos nematoides, além de
suplementar a fertilidade do solo e favorecer a microbiota (Ferreira, 2008). Os
fertilizantes organominerais vém sendo utilizados pelos produtores nas mais
diversas regides agricolas do Brasil. Na busca por insumos menos agressivos ao
meio ambiente e que possibilitem o desenvolvimento de uma agricultura menos
dependente de produtos industrializados varios produtos tém sido lancados no
mercado (Deleito et al. 2000).

A formulagdo de fertilizantes organominerais € uma possibilidade
inovadora de veicular residuos organicos e fertilizantes minerais que podem ser
utilizados pela agricultura organica ou convencional, de maneira a atuarem no
manejo de nematoides (Kiehl, 1999). Portanto, um produto que aumente a
fertilidade e a atividade biolégica de um solo agricola, que melhore as
propriedades fisicas e que ainda seja eficiente no controle de nematoides e outros
patdgenos de solo pode representar grande diferencial no mercado.

Este trabalho teve como objetivo combinar um fertilizante organomineral
com o fungo P. Chlamydosporia para o controle de M. javanica na cultura da

alface.

26



MATERIAL E METODOS
Preparo do substrato: O subtrato usado no crescimento das plantas de alface foi
constituido de uma mistura de terra de barranco e areia, na propor¢do 1:1
(vol:vol), previamente tratado com brometo de metila na dose de 80 cm®m? de
substrato. Neste trabalho 1 L de substrato foi equivalente a 1 Kg de substrato.
Obtenc¢do e preparo do in6culo de Meloidogyne javanica: O nematoide foi
multiplicado em plantas de tomateiro mantidas em vasos contendo 2 L de
substrato em casa de vegetacdo. Os ovos utilizados nos experimentos foram
extraidos pela técnica de Hussey & Barker (1973) modificada por Boneti & Ferraz
(1981). Assim, as raizes infectadas foram cuidadosamente lavadas em &gua
corrente, cortadas em fragmentos de 1 a 2 cm, homogeneizadas e trituradas em
liquidificador em hipoclorito de sodio a 0,5% durante 20 segundos "a baixa
velocidade. A suspensdo resultante foi entdo passada por duas peneiras
granulométricas sobrepostas, sendo a superior de 200 mesh (com abertura de
0,074 mm) e a inferior de 500 mesh (com abertura de 0,025 mm). A suspensao
retida na ultima peneira foi lavada com agua, recolhida em béquer com
capacidade de 250 mL e usada para inocular as plantas. A concentracdo do
inéculo foi ajustada utilizando-se a camara de Peters para 1.000 ovos/mL de agua.
Preparo das mudas de alface: Foram utilizadas mudas de alface (cultivar Regina
de Verao) cultivadas em bandejas de isopor com 128 células contendo o substrato
inerte (Plantmax®). As mudas de alface foram transplantadas com 21 dias de
idade para vasos contendo 2 L de substrato como descrito anteriormente.
Obtencdo do fungo Pochonia chlamydosporia e do fertilizante organomineral
(UFV-TM100): O nematicida biolégico Rizomax, produzido pela empresa
Rizoflora Biotecnologia S. A., foi utilizado com fonte do fungo P.
chlamydosporia (isolado Pc-10). A determinagdo do numero de unidades
formadores de col6nia (UFC) do produto Rizomax foi realizada resultando em 5,4
x 10° UFC/qg.

Uma formulacdo a base de torta de mamona, palha de café e fertilizantes
minerais foi desenvolvida no Laboratorio de Controle Bioldgico de
Fitonematoides e dela, outra formulagdo mais simples foi desenvolvida com base
apenas na torta de mamona e fertilizantes minerais, com o nome de UFV-TM100,
resgistrada como Documento de Patente no Instituto Nacional de Propriedade

Industrial, n°® P10904349-7, que quando aplicado em plantas de café, pepino,
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alface, tomate e banana, favoreceu o desenvolvimento dessas e apresentou acéo
supressora sobre a populagcédo de Meloidogyne spp. (Ferreira, 2008; 2012). Neste
trabalho utilizou-se a dose de 18 g de UFV-TM100/kg de substrato.

Estudo da viabilidade de P. chlamydosporia nos produtos Rizomax e UFV-
TM100, com adigdo de agua: Foram adicionados em saco plastico de 3 L, 100 g
de UFV-TM100 e 1 g de Rizomax (1% em relagdo ao volume de UFV-TM100
como descrito anteriormente). Agua foi adicionada na proporcdo 1:1 até umedecer
0 produto para assegurar um ambiente propicio ao crescimento de P.
chlamydosporia no UFV-TM100. O saco foi fechado com elastico, agitado
vigorosamente até homogeneizacdo da mistura e acondicionado em camara de
crescimento a 28°C. O saco plastico utilizado continha um filtro bioldgico de 4
cm de diametro para manter o ambiente interno oxigenado. A determinacdo do
namero de UFC de P. chlamydosporia foi realizada aos 0, 7 e 14 dias, tanto no
produto Rizomax puro como na mistura Rizomax + UFV-TM100. O tempo zero
significa a coleta da amostra imediatamente apds a mistura. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 3
(tratamentos x épocas de avaliacdo) com cinco repeticdes. A unidade
experimental foi constituida de um saco plastico de 3 L contendo os seguintes
tratamentos: 1) UFV-TM100 mais o rizomax; 2) Somente rizomax. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade
utilizando-se o software S.A.S. (S.A.S. Institute Inc., 1989, Cary, NC, EUA).
Estudo da viabilidade de P. chlamydosporia nos produtos Rizomax e UFV-
TM100, sem adicdo de agua: Foram colocados em saco plastico de 3 L, 100 g de
UFV-TM100 e 1 g de Rizomax (1% da dose do fertilizante), sem adi¢do de agua.
O saco foi fechado com elastico, agitado vigorosamente até homogeneizacao da
mistura e mantido em uma sala fechada. A determinacdo do numero de UFC de P.
chlamydosporia foi realizada aos 0, 15, 30 e 45 dias, tanto no produto Rizomax
puro como na mistura Rizomax + UFV-TM100. O tempo zero significa a coleta
da amostra imediatamente apos a mistura. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 4 (tratamentos x épocas de
avaliacdo) com cinco repetices. A unidade experimental foi constituida de um
saco plastico de 3 L contendo os seguintes tratamentos: 1) UFV-TM100 mais o

rizomax; 2) Somente rizomax. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
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variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade utilizando-se o software S.A.S. (S.A.S. Institute
Inc., 1989, Cary, NC, EUA).

Estudo da colonizacdo do substrato por P. chlamydosporia: Um litro de
substrato preparado como descrito anteriormente, foi colocado em um saco
plastico de 5 L contendo 18 g de UFV-TM100 e 0,18 g de Rizomax (1,0 % em
relacdo ao volume de UFV-TM100 como descrito anteriormente). O saco foi
fechado e agitado vigorosamente por dois minutos para homogeneizar a mistura, a
qual foi distribuida em trés copos plasticos de 200 mL de capacidade cada. Um
segundo tratamento, sem UFV-TM100, foi utilizado para avaliar o
desenvolvimento de P. chlamydosporia. O substrato em copo plastico foi mantido
umido utilizando-se dgua de torneira e amostras foram retiradas aos 0 e 14 dias,
apos a adicdo do fungo ao substrato, para determinar o nimero de UFC de P.
chlamydosporia. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2 x 2 (tratamentos x épocas de avaliagdo) com trés repeticdes. A
unidade experimental foi constituida por um copo plastico de 200 mL contendo os
seguintes tratamentos: 1) Substrato mais Rizomax; 2) Substrato, Rizomax mais
UFV-TM100. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Efeito de doses do Rizomax nas variaveis de crescimento da alface e no
desenvolvimento de M. javanica: Vasos plasticos contendo 2 L de substrato
preparado como descrito anteriormente receberam 36 g de UFV-TM100 (dose de
UFV-TM100 equivalente a 18 g/Kg de substrato) e, apds 15 dias, mudas de alface
com 21 dias de idade foram transplantadas. Juntamente com o UFV-TM100,
adicionou-se o produto Rizomax nas doses de 0, 0,36 e 0,45 g/2 Kg de substrato,
as quais corresponderam a 0, 1 e 1,25% do produto. O substrato em cada vaso foi
infestado com 5000 ovos de M. javanica no mesmo dia da incorporagéo do UFV-
TM100 e Rizomax. Como tratamento testemunha, foram testadas as mesmas
doses de Rizomax, porém na auséncia do UFV-TM100. Apos 60 dias do
transplantio, avaliou-se o diametro da cabeca da alface (cm), o peso da materia
fresca, o peso da matéria seca, o peso do sistema radicular fresco, o nimero de
galhas e de ovos de M. javanica por sistema radicular e o nimero de galhas e de

ovos de M. javanica por grama de sistema radicular. O delineamento experimental
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foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 2 (doses de Rizomax x
presenca ou auséncia de UFV-TM100) com seis repeticdes. A unidade
experimental foi constituida por um vaso plastico contendo uma planta de alface.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade.
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RESULTADOS

Estudo da viabilidade de P. chlamydosporia nos produtos Rizomax e UFV-
TM100, com adicdo de agua: Houve diferenca significativa para os fatores
produtos e épocas de avaliacdo, bem como para a interagdo produtos x épocas de
avaliacdo (Tabela 1). N& houve decréscimo do numero de UFC de P.
chlamydosporia no produto Rizomax no periodo estudado, porém o numero de
UFC de P. chlamydosporia no tratamento Rizomax + UFV-TM100 foi reduzido
em de 27, 54 e 100%, respectivamente, aos 0, 7 e 14 dias em relagdo ao
tratamento Rizomax (Tabela 2). O nimero de UFC de P. chlamydosporia no
produto Rizomax isoladamente foi maior aos 14 dias em relagdo aos 0 e 7 dias
(Tabela 2). Para o tratamento Rizomax + UFV-TM100, o nimero de UFC de P.
chlamydosporia foi maior aos 0 e 7 dias em relacdo aos 14 dias (Tabela 2).
Estudo da viabilidade de P. chlamydosporia nos produtos Rizomax e UFV-
TM100, sem adicdo de agua: Houve diferenca significativa para o fatores
produtos e épocas de avaliacdo, bem como para a interacdo produtos x épocas de
avaliacdo (Tabela 3). Ndo houve decréscimo do ndmero de UFC de P.
chlamydosporia no produto Rizomax no periodo estudado, porém o ndmero de
UFC de P. chlamydosporia no tratamento Rizomax + UFV-TM100 foi reduzido
em 30% aos 45 dias em relacdo aos 0, 15 e 30 dias (Tabela 4). O nimero de UFC
de P. chlamydosporia no tratamento Rizomax + UFV-TM100 foi reduzido em
25% ao 45 dias em relagdo ao tratamento Rizomax, aos 45 dias.

Colonizagdo do substrato por P. chlamydosporia: Apenas o fator épocas de
avaliacdo foi significativo para o numero de UFC de P. chlamydosporia para 0s
tratamentos Rizomax e Rizomax + UFV-TM100. O numero de UFC de P.
chlamydosporia foi 61% maior aos 14 dias com relagdo ao 0 dia.

Efeito de doses do Rizomax no crescimento da alface e no desenvolvimento
de M. javanica: As variaveis diametro da cabeca da alface, peso da matéria fresca
da parte aérea, peso da matéria seca da parte aérea, massa do sistema radicular
fresco e numero de ovos por sistema radicular foram significativas para o fator
UFV-TM100 (Tabela 5). Na presenca deste produto, houve aumento de 41, 44 e
29% no diametro da cabeca da alface, no peso da matéria fresca da parte aérea e
no peso da matéria seca da parte aérea, respectivamente. Além disso, a massa do

sistema radicular e o nimero de ovos por sistema radicular diminuiram,
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respectivamente, em 53 e 100%, respetivamente, na presenca do UFV-TM100
(Tabela 6).

Para as variaveis numero de galhas por sistema radicular, nimero de
galhas e numero de ovos por grama de sistema radicular, houve diferenca
significativa para os fatores doses de Rizomax e UFV-TM100, bem como para a
interacdo doses de Rizomax x UFV-TM100 (Tabela 5).

O numero de galhas por sistema radicular e 0 numero de galhas e ovos por
grama de sistema radicular sofreram reducbes de até 99% quando aplicado o
UFV-TM100 mais o Rizomax na dose de 1,25% (Tabela 7). A aplicacdo do
Rizomax na auséncia do UFV-TM100 também reduziu o nimero de galhas por
sistema radicular e niumero de galhas por grama de sistema radicular, com

reducdes de 50 e 60%, respectivamente.
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi evidenciado que o fungo P. chlamydosporia ao
entrar em contato com o fertilizante organomineral UFV-TM100, em mistura
umedecida, ndo conseguiu coloniza-lo, havendo decréscimo de 100% de sua
viabilidade ap6s 14 dias de incubagdo. A umidade presente na mistura
provavelmente proporcionou uma répida decomposicdo da torta de mamona,
constituinte do UFV-TM100. Severino et al. (2004) relatou que a rapida
decomposicdo da torta de mamona estd relacionada com seus altos teores de
nutrientes, alta umidade, boa aeracdo e temperaturas em torno de 28°C para a
atividade microbiana. A decomposi¢do da torta de mamona resultou em uma
maior disponibilidade da proteina ricina afetando a viabilidade de P.
chlamydosporia. Em um estudo feito por Lord et al. (1994), comprovou-se que a
ricina € um ingrediente ativo que inibe o crescimento micelial de fungos,
inativando especifica e irreversivelmente os ribossomos eucarioticos, impedindo a
sintese protéica. A sua atividade antifangica também foi relatada por Primavesi
(1980).

A atividade antifungica de extratos de plantas da mamona para controlar
diferentes patdgenos tem sido relatada por muitos pesquisadores. Makun et al.
(2011) relatou que extratos obtidos da semente de mamona reduziram o
crescimento micelial de Fusarium verticilliodes e Aspergillus flavus in vitro,
podendo ser utilizado como fungicidas protetores. Ribeiro & Bedendo (1999),
trabalhando com extratos vegetais (alho, horteld, mamona e pimenta) sobre
Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da podriddo de frutos de
mamoeiro, obtiveram resultados de que todos o0s extratos demonstraram
propriedades fungitoxicas a partir da concentracdo de 200 ug/mL, sendo que o
extrato de mamona reduziu o desenvolvimento e a esporulacdo do patdgeno. Em
estudo recente conduzido no Brasil verificou-se que a incorporacdo, associada a
cobertura plastica, de residuos de espécies amplamente cultivadas no pais, como
mandioca, eucalipto e mamona, teve efeito igual ou superior ao de residuos de
brassicas no controle de fungos fitopatogénicos (Ambrosio, 2006). Bueno et al.
(1990) relatou que fungos associados a substratos de formigueiros tém sido
inibidos por extratos de plantas de mamona, onde a eliminac&o destes fungos esta

relacionada ao controle das formigas.
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O armazenamento em sacos platicos da mistura seca de UFV-TM100 mais
0 produto Rizomax, visando o estudo da viabilidade de P. chlamydosporia,
manteve a populacdo de P. chlamydosporia viavel por 30 dias em niveis iguais ao
do dia da mistura (Figura 1). No 45° dia de armazenamento, a populacdo de P.
chlamydosporia foi reduzida a 27%, em relagdo aos dias anteriores. Quando a
mistura dos produtos foi realizada, apresentava aproximadamente 5,6 x 10* UFC
de P. chlamydosporia. Ao final do periodo de avaliacdo, a mistura armazenada
continha 7,0 x 10 UFC. Em trabalho similar feito por Duan et al. (2008), estudou-
se a vida de prateleira de P. chlamydosporia por seis meses e como resultado foi
obtido que a viabilidade do fungo comegou a decrescer em torno dos 45 a 60 dias
de armazenamento, nos ambientes com temperatura, ar e agua controlados.

Muitos fatores afetam a vida de prateleira de fungos utilizados como
agentes de controle biol6égico. Dentre esses fatores pode-se destacar 0s
ingredientes ativos (Connick et al., 1997; Elzein et al., 2004b), aditivos (Jackson
et al., 2006; Guijarro et al., 2007), o processo de secagem (Larena et al., 2003), e
as condicbes de armazenamento (Connick et al., 1996; Elzein et al., 2004a; Hong
et al., 2005; Friesen et al., 2006). A temperatura e a atividade da agua sdo as
condigdes de armazenamento mais importantes que afetam a vida de prateleira de
um agente de controle (Connick et al., 1996;. Hong et al., 2005.). O volume de ar
na embalagem pode também ser importante para algumas formulacdes (Friesen et
al., 2006;. Teshler et al., 2007). Outro fator importante é o desenvolvimento do
agente de controle em um substrato sélido, pois, geralmente requer muito tempo
e espaco, e muitas vezes é ineficaz no quesito custo (Jenkins et al., 1998; Ye et al.,
2006).

Neste trabalho o nematicida bioldgico Rizomax, produzido pela empresa
Rizoflora Biotecnologia S. A., foi utilizado como fonte do fungo P.
chlamydosporia. O Rizomax é um subproduto da producdo do Rizotec o qual
utiliza o arroz como substrato para producdo de clamidésporos de P.
chlamydosporia. Ap6s a formagdo dos clamiddsporos tem-se 0s processos de
secagem e trituracdo, seguido pela a extracdo dos clamidosporos. Como residuo é
obtido o Rizomax, constuido apenas de gréos de arroz moidos, micélio e conidios
do fungo. A rapida perda da viabilidade de P. chlamydosporia na mistura UFV-
TM100 mais Rizomax, sem adicdo de &gua, pode ser atribuida a presenca de

micélio e conidios do fungo, ao invés de clamidosporos, que sdo as estruturas de
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resisténcia produzidas pelo agente de biocontrole P. chlamydosporia. O curto
periodo de vida de formulagbes fungicas a base de biomassa micelial € um dos
obstaculos para a utilizacdo comercial de fungos para o biocontrole de doencas.
Pesquisas anteriores, no entanto, ttm dado mais énfase para a multiplicacdo dos
isolados e a eficacia do produto do que fazer avaliagdes para melhorias na vida de
prateleira (Stirling & Smith, 1998; Verdejo-Lucas et al., 2003).

Com o intuito de estudar a compatibilidade entre P. chlamydosporia e
UFV-TM100 na presenca de um substrato (mistura de terra de barranco e areia),
foi realizado um estudo em casa de vegetagdo. Os resultados mostraram que P.
chlamydosporia cresceu satisfatoriamente na presenca do UFV-TM100, ndo
diferindo do tratamento controle. Neste teste, comparado com o teste anterior (P.
chlamydosporia + UFV-TM100, em mistura umedecida), houve compatibilidade
entre o P. chlamydosporia e o UFV-TM100, mesmo na liberagdo da proteina
ricina pelo UFV-TM100. Devido a presenca do substrato, dois fatores podem ser
considerados. A proteina ricina liberada pelo fertilizante diluiu-se na porcao total
do substrato, tendo menor ou nenhuma acdo toxica sobre P. chlamydosporia. A
ricina provavelmente foi eliminada por meio de sua volatizagcdo. De acordo com
Cangemi et al. (2009) a molécula ricina possui caracteristicas de baixa
estabilidade térmica e solubilidade em &gua, podendo ser eliminada por
volatizacdo. Um outro fator seria a existéncia de uma microbiota nativa na mistura
substrato, P. chlamydosporia e UFV-TM100, que influenciou positivamente o
crescimento de P. chlamydosporia na presenca do UFV-TM100. Solos que
receberam torta de mamona apresentaram atividade microbiana maior que aqueles
que receberam adicdo de esterco bovino ou bagaco de cana. Isto deve-se a baixa
relacdo carbono:nitrogénio apresentada pela torta de mamona e com isto acontece
a liberagcdo mais rapida de nutrientes para as plantas (Severino et al., 2004).

No estudo das doses do produto Rizomax para o controle de M. javanica
em plantas de alface, verificou-se que a dose de 1,25% de Rizomax na presenca
do fertilizante organomineral UFV-TM100 reduziu o nimero de galhas e ovos por
grama de sistema radicular em até 99%. Na auséncia do UFV-TM100 o Rizomax
controlou os nematoides, porém, em taxas menores, reduzindo em média 55%. Os
resultados mostraram que o UFV-TM100 formulado com a dose 1,25% de
Rizomax para o controle de nematoides € altamente vantajoso, porém, com vida

de prateleira de até 30 dias. A mistura do UFV-TM100 mais Rizomax ndo pode
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ter contato com a agua para evitar a liberagdo da toxina ricina obtida da
decomposicgéo da torta de mamona.

Além de controlar os nematoides, neste trabalho o UFV-TM contribuiu
para 0 aumento da biomassa da parte aérea e do didmetro das plantas de alface.
Ferreira (2012) testou diferentes doses do fertilizante organomineral a base de
torta de mamona (UFV-TM100) para o controle de M. javanica em plantas de
alface, pepino e banana, e M. exigua em café arabica, e como resultado obteve que
as melhores doses do fertilizante para o controle do nematoide em cada cultura

contribuiram para o desenvolvimento vegetativo das culturas.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho comprovou-se que a mistura dos produtos Rizomax e UFV-
TM100 com um substrato ndo interferiu no desenvolvimento de P.
chlamydosporia. Quando a mistura Rizomax e UFV-TM100 é armazenada em
sacos plasticos com adicdo de agua o fungo perde 100% de sua viabilidade.
Porém, quando a mistura é armazanada sem adicdo de &gua o fungo comeca a
perder sua viabilidade ap6s 30 dias.

Foi comprovada também a eficiéncia da mistura do Rizomax e UFV-
TM100 para o controle de M. javanica em alface. Porém, mais estudos devem ser
conduzidos para concretizar esses resultados para que um novo produto seja

langado no mercado.
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TABELAS

Tabela 1. Andlise de variancia do efeito de produtos Rizomax e Rizomax +
fertilizante orgénico mineral (P) e épocas de avaliacdo (EA) no numero de
unidades formadoras de col6nia de Pochonia chlamydosporia nesses produtos.

Armazenamento em condig¢des de umidade.

Fontes de Variacdo gl Valoresde F

P 1 431,207

EA 2 12,07

P x EA 2 113,80
Niveis de probabilidade: ™ = nédo

significativo, = 0,05e "~ =0,01.

Tabela 2. Efeito de produtos x época de avaliagdo no numero de unidades
formadoras de col6nia de Pochonia chlamydosporia. Armazenamento em

condigdes de umidade.

Epocas de avaliagdo Rizomax Rizomax + UFV-TM100

(dias)
0 5,72 Bb 4,15 Aa
7 5,03 Bb 2,33 Ab
14 8,76 Ba 0,00 Ac

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na
horizontal, entre produtos, para cada época de
avaliagcdo e pela mesma letra minuscula, na vertical,
entre épocas de avaliacdo para cada produto, ndo séo
significativamente diferentes entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 3. Anélise de variancia do efeito de produtos Rizomax e Rizomax +
fertilizante orgénico mineral (P) e épocas de avaliacdo (EA) no numero de
unidades formadoras de colonia de Pochonia chlamydosporia nesses produtos.

Armazenamento sem condi¢Oes de umidade.

Fontes de Variacdo gl Valoresde F

P 1 7,83
EA 3 34,927
P x EA 3 4,29

Niveis de probabilidade: ™ = né&o

significativo, = 0,05e " = 0,01.

Tabela 4. Efeito de produtos x época de avaliagdo no numero de unidades
formadoras de colénia de Pochonia chlamydosporia. Armazenamento sem

condigdes de umidade.

Epocas de avaliagdo Rizomax Rizomax + UFV-TM100

(dias)
0 5.07 Aa 4,90 Aa
15 4,46 Ab 4,66 Aa
30 5,28 Aa 5,12 Aa
45 4,35 Ab 3,70 Bb

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na
horizontal, entre produtos, para cada época de
avaliagcdo e pela mesma letra minuscula, na vertical,
entre épocas de avaliacdo para cada produto, ndo sao
significativamente diferentes entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 5. Andlise de variancia dos fatores fertilizante organomineral (UFV-
TM100) x doses de Rizomax (D) no didmetro da cabeca da alface (DC),
peso da materia fresca (PMF), peso da matéria seca (PMS), peso do
sistema radicular (PSR), numero de galhas por sistema radicular (NG),
numero de ovos por sistema radicular (NO), nimero de galhas por grama
de sistema radicular (NGG) e nimero de ovos por grama de sistema
radicular (NOG).

Fontes Valores de F

de
variagdo gl DC PMF PMS PSR NG NO NGG NOG
UFV-

TM100 1 145.047 2416 5427 542" 466.117 795.22° 441.49 " 487.85
D 2 039"  0.80"™ 0.01™ 0.01™ 33417 1.62™ 5895  3.76
FxD 2 1.00™ 3.08™ 0.99"™ 0.99" 31.67  1.64™ 5224~ 3.83"

Niveis de probabilidade: ™ = n4o significativo, = 0,05e " = 0,01.

Tabela 6. Efeito do fator fertilizante organomineral (UFV-TM100) nas variaveis
diametro da cabeca da alface (DC), peso da matéria fresca (PMF), peso da matéria
seca (PMS), peso do sistema radicular (PSR) e nimero de ovos por sistema

radicular (NO) em plantas de alface inoculadas com Meloidogyne javanica.

DC PMF PMS MSR NO
-UFV-TM100 25,40b 60,92 b 792b 21,62a 8978,40 a
+UFV-TM100 35,63 a 87,87 a 10,24 a 10,18b 30,00 b
CV (%) 8,34 22,12 33,02 27,91 21,13

Médias seguidas pela mesma letra para cada variavel ndo sdo
significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Tabela 7. Efeito da interacédo fertilizante organomineral (UFV-TM100) x doses

de Rizomax (D) nas variaveis numero de galhas por sistema radicular (NG),

numero de galhas por grama de sistema radicular (NGG) e nimero de ovos por

grama de sistema radicular (NOG).

NG NGG NOG
-UFV- +UFV-  -UFV-  +UFV- ‘UFV-  +UFV-
Doses TM100  TM100  TM100  TM100  TM100  TM100
0,00 113800Aa 16,67Ba 6359Aa 216Ba  47863Aa 572Ba
1,00 48600Ab 1067Bb 2281 Ab 136Bb  36450Aa 595Ba
125 64067Ab  367Bc  27,05Ab  044Bc  38377Aa 1,32Bb
CV (%) 27,04 26,63 26,34

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula, na horizontal, para os tratamentos
sem e com UFV-TM100 para cada dose e pela mesma letra minuscula, na vertical,
para os tratamentos sem ou com UFV-TM100 ndo sdo
significativamente diferentes entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

entre doses,

probabilidade.
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